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TITULO 

Certificado de adicion de la patente 9901383: Expresion regulada de genes usando 
un circuito genetico en cascada 

OBJETO DE LA INVENCION 

El objeto del presente certificado de adicion es el diseno de circuitos de reguladores 
transcripcionales en cascada para amplificar la expresion genica. Otro objeto del 
presente certificado de adicion es el uso de estos sistemas para la superproduccion de 
polipeptidos tales como proteinas terapeuticas, enzimas, hormonas, factores de 
crecimiento, y apolipoproteinas in vitro, y en celulas como cultivos celulares. Esto tiene 
una gran utilidad industrial, por ejemplo, en la industria biotecnologica y farmaceutica. 

ESTADO DE LA TECNICA 

La superexpresion de genes clonados es muy conveniente cuando se desea 
purificar una proteina con alguna utilidad, tanto para la industria farmaceutica como 
para la investigation biomedica. La produccion de grandes cantidades de proteinas a 
traves de la donation del gen que las codifica mediante el uso de tecnicas del ADN 
recombinante, se ha realizado tradicionalmente usando vectores en multicopia con 
promotores fuertes regulados por proteinas represoras tales como los sistemas basados 
en el operon de la lactosa (Makrides, Microbiol. Rev. 60:512-538). Sin embargo, esta 
estrategia usual conlleva una serie de desventajas: 

1) El mantenimiento de los vectores de expresion requiere el uso de antibioticos dando 
lugar a una merma metabolica, y para produccion industrial a gran escala, supone un 
costo adicional del medio de fermentation y la potencial contamination de 
productos y deshechos (Nilsson y Skogman, Biotechnology. 4:901-903). 

2) Controlar los niveles basales de expresion es muy conveniente para la produccion de 
proteinas que posean cierta toxicidad celular, y para prevenir la selection de 
mutaciones en la bacteria que disminuyan la expresion del gen de interes y en la 
proteina recombinante de interes (Mertens y col., Biotechnology 13:175-179; Vilette 
y col. Mol. Microbiol. 17:493-504). Sin embargo, esto es dificil de lograr cuando los 
genes clonados estan en plasmidos multicopia y debido a que el ruido de los 
promotores mas usados tipo tac o trc, incluso reprimidos, suelen ser bastante 
elevado. Los sistemas de regulation habituales, basados en un promotor fuerte y un 
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represor codificado por el plasmido, implican una expresion transitoria del gen hasta 
que se sintetiza suficiente represor dando lugar a dificultades en la clonacion cuando 
el gen heterologo codifica una protema con alguna toxicidad para la bacteria. 

3) El inductor usado en los sistemas tradicionales derivados del promotor lac (IPTG) 
es caro para el uso en fermentadores y tiene cierta toxicidad (Figge y col., Cell 
52:713-722). 

4) Se ha demostrado que la alta expresion de proteinas recombinantes reduce la tasa de 
crecimiento celular y consecuentemente, toda la sintesis de proteinas (Bentley y 
col., Biotechnol. Bioeng. 35:668-681; Dong y col. J. BacterioL 177:1497-1504). 
Esto se debe a que los vectores plasmfdicos en multicopia usados compiten con la 
actividad metabolica de la bacteria hospedadora debido a la expresion de otros 
genes necesarios para el mantenimiento y replication del plasmido, y que tambien 
estan amplificados. 

5) Gran parte de los vectores de expresion solo replican en E. coli, que tiene 
limitaciones para la expresion o secretion de ciertas proteinas. Un sistema 
alternativo que elimina muchos de estos inconvenientes ha sido la utilization de 
vectores transposones miniTn5 (de Lorenzo y Timmis, Method EzymoL 235:386- 
405) que pueden insertar los genes heterologos en el cromosoma bacteriano 
permitiendo una alta estabilidad de los mismos (Cebolla y col., Appl. Environ. 
Microbiol. 62:214-220; Suarez y col., Appl. Environ. Microbiol. 63:122-127). En 
este ultimo trabajo se describe la production estabilizada de la toxina pertusica por 
la insertion en cromosoma por el mini Tn5 en Bordetella bronchiseptica bajo el 
control de un sistema regulado por salicilato, un inductor 1000 veces mas barato que 
el IPTG (catalogo SIGMA 1998). El sistema regulador se basa en el gen que 
codifica para un regulador transcripcional positivo nahR que se activa por salicilato 
y su promotor Psal (de Lorenzo y col., Gene 130:41-46). Sin embargo, los niveles 
obtenidos son relativamente pobres (0,1% de las proteinas totales). Esto se debe 
sobre todo a que al estar los genes en monocopia en el cromosoma no hay 
amplification de la expresion debida a dosis genica. 



Para aumentar sustancialmente estos rendimientos manteniendo las cualidades de bajos 
niveles basales, estabilidad, espectro de hospedadores y bajo coste de la induccion, 
hemos disenado un sistema en cascada que permite amplificar la expresion genica en 
respuesta a determinados inductores. 

EXPLICACION DE LA INVENCION 

El objeto del presente certificado de adicion es un circuito genetico en cascada que 
incluye al menos una o mas construcciones de acidos nucleicos que codifican una 
pluralidad de reguladores de transcripcion, que estan dispuestos en un orden jerarquico 
de tal manera que la expresion de un regulador situado corriente arriba de dicha 
pluralidad estimula la expresion de un regulador situado corriente abajo. El circuito 
genetico incluye ademas promotor diana final que responde de forma dependiente de 
dosis a un regulador localizado corriente abajo de dicha pluralidad de reguladores. 
Dicho circuito incluye ademas corriente abajo de dicho promotor final un sitio de 
clonacion multiple. Las construcciones de acidos nucleicos pueden presentarse 
integradas en el cromosoma o en un plasmido autoreplicativo. 

Los reguladores de transcripcion, al menos algunos de ellos, responden a un inductor, 
por ejemplo a compuestos derivados del acido benzoico, especialmente salicilato. 
Otro objeto de la presente invencion lo constituyen celulas que incluyen el referido 
circuito genetico en cascada, por ejemplo celulas procarioticas o eucarioticas de 
manrifero, insecto, levadura o planta y especialmente celulas bacterianas gram- 
negativas 

Otro objeto del presente certificado de adicion es un metodo de regulacion de la 
expresion de una secuencia de acido nucleico que incluye los siguientes pasos: 

- establecimiento de un circuito genetico en cascada segun las reivindicaciones 
1-8. 

- situar dicha secuencia de acido nucleico bajo el control de dicho promotor 
diana final; y 

- inducir dicho circuito genetico en cascada para estimular la expresion de 
dicha secuencia de acido nucleico. 



Dicha secuencia de acido nucleico codifica enzimas, hormonas, factores de crecimiento, 
apolipoproteinas, protemas terapeuticas y de diagnostics moleculas antisentido, 
ribozimas, rRNA, tRNA, snRNAs y tambien fragmentos o derivados de los mismos, asi 
como moleculas indicadoras de diagnostics 

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

Figura 1. Esquema del circuito regulador. El cassette regulador nahR/Psal::xylS2 
produce alta cantidad de XylS2 en presencia de salicilato. La proteina XylS2 es activada 
a su vez por la presencia del inductor salicilato multiplicando el efecto estimulador del 
salicilato en la activacion de Pm. Se produce entonces una produccion amplificada de la 
proteina heterologa. 

Figura 2. Esquema de los vectores realizados para la construccion del circuito genetico 
de expresion. A) vectores mini Tn5 construidos. El dibujo superior representa el 
esqueleto de los plasmidos suicidas pUT con origen de replicacion R6K (oriR6K), el 
gen de la transposasa (tnp*), el gen de la p-lactamasa que confiere resistencia a 
ampicilina {bid), un origen de movilizacion del plasmido (mob), y las secuencias de 
insercion (extremo I y extremo O) que se representan como barras rellenadas por lineas 
horizontales. Bajo esa misma base se encuentran el cassette regulador en pCNB4-S2 y 
el cassette de expresion en pTSPm. El sitio de restriccion Notl es raro al reconocer 8 
nucleotidos lo que hace infrecuente la presencia del mismo en los genes heterologos. B. 
Esquema del vector de expresion pCCD5 linearizado que contiene el promotor Pm antes 
de un MCS donde se puede clonar el gen de interes. Tiene un origen de replicacion de 
Ml 3 que permite realizar plasmido monocadena. Se muestra la estrategia de clonacion 
de los distintos fragmentos que dieron lugar a una fusion Ipp'-'ompA'-'phoA que fue 
probada como ejemplo de funcionamiento. 

Figura 3. Esquema ejemplo de una estrategia para la construccion de vehfculos mini 
Tn5 para insercion en monocopia de genes heterologos por transposicion. tnp* es el gen 
de la transposasa. Extremo I y extremo O son las secuencias de insercion sustrato de la 
transposasa, cuyo contenido se transpone a la cepa receptora. El sitio Notl sirve para 
introducir entre las secuencias de insercion cualquier gen clonado previamente en 
vectores auxiliares (pUC18Not en el dibujo) que contienen sitios de clonacion multiples 
flanqueados por sitios Notl (Tabla 1). 
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Figura 4. Comparacion de la expresion de p-galactosidasa en unidades Miller (MU) 
con el sistema de reguladores en cascada y con los mismos reguladores en circuitos 
sencillos. A: cinetica de la expresion de lacZ con los sistemas nahR/Psal (cuadrado), 
xylS2/Pm (triangulo), y nahR/Psal: :xylS2/Pm (circulo) en cromosoma, en ausencia 
5 (simbolos vacios) o en presencia de salicilato 2 mM (sfmbolos rellenos). B: produccion 
de P-galactosidasa a distintas concentraciones de salicilato con el sistema nahR/Psal 
(circulo relleno), xylS2/Pm (triangulo) o nahR/Psal: :xylS2/Pm (circulo vacio). 
Figura 5: Capacidad de regulacion de circuitos simples y con dos cascadas usando 
diferentes jerarqufas de reguladores corriente arriba y corriente abajo. S: salicilato 2 

10 mM; B: benzoato 2 mM. -.3,5-dCLS: 3,5 diclorosalicilato 2 mM. Valores basales de 
actividad p-galactosidasa de cada circuito establecido en E. coli. Los niveles basales de 
actividad P-galactosidasa para cada circuito establecido en E. coli fueron los siguientes 
nahR/Psal (barras negras): 65 MU; xylS2/Pm (barras blancas) 192 MU; 
nahR/Psal: :xylS2/Pm (barras grises) 169 MU; xylS2/Pm: : nahR/Psal (barras rayadas) 69 

15 MU. Los datos son los valores medios de tres experimentos independientes. Las 
correspondientes desviaciones standard se muestran con las barras de error. 
Figura 6. Capacidad de regulacion de circuitos simples y en cascada en Pseudomonas 
putida, Cepas que contienen en el cromosoma distintos minitransposones (primera 
columna) contienen el sistema regulador descrito en la leyenda se ensayaron para su 

20 acumulacion de p-galactosidasa en respuesta a benzoato 2 mM. La cuarta columna 
muestra los reguladores y orden secuencial en la cepa correspondiente. Los datos son el 
valor medio de tres experimentos independientes. Los niveles basales se indican en 
Unidades Miller. 

Figura 7. Analisis de la expresion genica del sistema en cascada en P. putida con 
25 nahR4-Psal como primer sistema regulador y xylS/Pm como segundo. (a) Acumulacion 
P-galactosidasa sin inductor (-), salicilato 2 mM (S), o benzoato 2 mM (B) con el 
sistema en cascada (izquierda) o el sistema simple xylS/Pm: :trp': : 'lacZ (derecha). (b) 
Western bot para la detection de la produccion en cultivos de P. putida 
(nahR/Psal: :xylS/Pm: : trp': : lacZ) despues de la incubation con distintos efectores. 
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

Usando genes reguladores clave en los circuitos de control de la expresion de operones 
catabolicos, hemos demostrado las bases racionales para construir cascadas regulatorias 
para amplificar la capacidad de expresion genica en respuesta a compuestos aromaticos 
derivados del acido benzoico. Sobre la base del mecanismo de activacion del promotor 
Pm por los niveles y la actividad especffica mediada por efecto de su regulador XylS, 
hemos acoplado la expresion del mutante xylS2, cuyo producto es activado por la 
presencia de salicilato, al sistema de control nahR/Psal que tambien es activo en 
presencia del mismo efector. Por tanto, la adicion de salicilato o algunos compuestos 
derivados, es capaz de aumentar la concentracion intracelular y la actividad de XylS2 5 
dando lugar a una alta actividad del promotor Pm. Cualquier gen que se clone bajo el 
control de Pm sera expresado hasta 20 veces mas que cuando los sistemas no estan 
acoplados. 

Una concrecion del sistema comprende un cassette que contiene los genes 
reguladores nahR/Psal: :xylS2 flanqueados por secuencias transponibles que facilitan la 
insercion estable en el cromosoma de una celula, por ejemplo bacterias gram negativas. 
Un modulo de expresion complementario que contiene el promotor diana Pm anterior a 
un sitio multiple de clonacion para facilitar la clonacion del DNA recombinante usado 
como parte del sistema. El modulo de expresion puede ser introducido como plasmidos 
multicopias o transferido a cromosoma, por ejemplo, via vectores de envio miniTnS (si 
la estabilidad de la expresion y/o le menor nivel basal se desea). Para lograr esto, el 
modulo de expresion con el promotor Pm y los genes heterologos estan preferentemente 
flanqueados por sitios raros de restriccion, por ejemplo, Notl, para posterior 
subclonacion. 

Un sistema de expresion de genes heterologos ideal debe estar muy bien 
regulado, es decir, poseer unos niveles no inducidos muy reducidos y una alta expresion 
en presencia del inductor. Para fermentacion a escala industrial, es muy conveniente que 
el inductor sea barato y que la superexpresion del gen se haga de forma estable sin 
necesidad de presion selectiva. Esta expresion deberia afectar minimamente la 
capacidad del cultivo celular de obtener alta densidad de biomasa, y ademas seria 
conveniente que el vector de expresion se pudiera usar en una gran variedad de cepas 
bacterianas. La expresion inducida por salicilato usando el sistema de nahR/Psal en el 
cromosoma de bacterias Gram negativas ha demostrado ser muy estable y bien regulada 
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cuando se introducen el cromosoma bacteriano mediante vectores miniTni. Sin 
embargo, los niveles obtenidos son bastante bajos debido a tener una sola copia y de 
tener una capacidad de induccion limitada. 

El promotor Pm en cambio ha demostrado tener un extraordinario rango de 
actividades que dependen tanto de la actividad especifica de la proteina activadora XylS 
como de la concentracion celular de la misma(Kessler y col., J. Bacteriol. 176:3171- 
3176).. La actividad del promotor Pm aparece como dificilmente saturable in vivo. 
Incluso aumentando extraordinariamente la cantidad intracelular de XylS, aun sigue 
generando mayor respuesta cuando se anade su inductor 3-metilbenzoato. Sin embargo, 
los sistemas de expresion realizados en base a estos elementos xylS/Pm mantienen unas 
cantidades constantes de expresion de xylS desperdiciando la capacidad amplificadora 
potencial que tendria controlar tambien su concentracion intracelular. Esto se podria 
realizar acoplando la expresion de xylS a otro sistema de expresion (sistema primario). 
Hemos disenado un circuito regulador dispuesto en cascada que permite unos niveles 
basales muy bajos en el promotor que exprese el gen heterologo al producirse poco 
regulador en ausencia de inductor. En presencia de un inductor para el sistema primario 
y para el secundario, aumentaria la concentracion del activador secundario y la 
actividad especifica de este. Puesto que en el caso de xylS estos dos eventos son 
sinergicos, el efecto obtenido sobre Pm seria multiplicativo. Si un mismo efector 
pudiera inducir ambos procesos, el sistema de expresion se simplificaria. Esta invencion 
describe como esto se puede realizar acoplando al sistema de expresion que responde a 
salicilato, nahR/Psal, el gen xylS2 (Ramos y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:8467- 
8471), que es un mutante de xylS que, manteniendo sus propiedades, responde a 
salicilato ademas de benzoato. Un fragmento de 1.2 Kb con el gen xylS2 se clono por 
digestion total con Hindlll y parcial con Ncol en los mismos sitios de pFH2 (Tabla 1). 
El plasmido pNS2 resultante fue digerido con Not! y el fragmento con xylS2 se inserto 
en el plasmido pCNB4 para poner el gen regulador bajo el control del sistema 
nahR/Psal que se encuentra dentro de las secuencias de insercion mini Tn5 (de Lorenzo 
y col., Gene 130:41-46). Se obtuvo asf el plasmido pCNB4-S2 (Figura 1). Debido a que 
este plasmido tiene un origen de replicacion R6K (Kahn y col., Meth. Enzymol. 68:268- 
280), solo replican en cepas que expresen la proteina n lo que en E. coli se consigue por 
medio de lisogenos del fago Xpir. Mediante la cepa donadora de vectores mini Tn5 S17- 
\{Xpir) podemos transferir el cassette regulador a otras cepas Gram negativas por 



conjugacion biparental y posterior selection de la transposition por marcadores 
selectivos del minitransposon de la bacteria receptora (Herrero y coL, J. Bacteriol. 
172:6557-6567; de Lorenzo y Timmis, Method. Enzymol. 235:386-405). Para verificar 
que es una insercion por transposicion y que el plasmido R6K no se ha introducido, se 
chequean las colonias por la perdida de resistencia a penicilinas por la presencia del gen 
de la p-lactamasa del plasmido suicida. De esta forma, cualquier cepa en la que se 
inserte el cassette regulador resultante, nahR/Psal::xylS2 9 producira el regulador XylS2 
en respuesta a salicilato (Figura 1). Estas cepas generadas podran ser utilizadas para 
insertar mediante conjugacion o transformation un segundo cassette o vector que 
contenga el promotor Pm fusionado al gen de interes. Para ello, la presente invention 
cuenta con dos vectores complementarios de expresion donde se clonaran los genes 
cuya superexpresion se desee. Uno de ellos, pTSPm, es un vector mini Tn5 que contiene 
dentro de las secuencias de insercion un gen de resistencia a estreptomicina, el promotor 
Pm y un sitio de restriction raro Notl tras el (Figura 2A). Para su construction, un 
fragmento con el interposon omega (Fellay y col., Gene 52:147-154) se inserto dentro 

sitio BamRl del vector pUCl8Sfi-Km R -xylS-Pm-Sfi (de Lorenzo y col., Gene 130:41- 
46). El plasmido resultante se digirio con Sfil y el fragmento mayor fue clonado dentro 
del esqueleto pUT de un vector mini TnJ (Herrero y col., J. Bacteriol. 172:6557-6567) 
para obtener el plasmido pTSPm. En su sitio Notl se clonarian genes que hayan sido 
previamente clonados en vectores auxiliares que contienen sitios multiples de donation 
flanqueados por sitios Notl (Tabla 1). 

Un segundo vector de expresion complementario con origen de replication 
ColEl (pCCD5) contiene el promotor Pm previo a un sitio de donation multiple con un 
inicio de traduction bueno, donde se puede insertar el gen de interes (Figura 2B). Para 
la construction de pCCDS, un fragmento Apol que contenia el terminador 
transcripcional rrnBTl producido como un fragmento de PCR resultante de la reaction 
ADN de E. coli como molde y de los oligos 5'-GCAAATTTCCAGGCATCAAATAA y 
5*- GGGAATTCCCTGGCAGTTTATGG, se clono dentro del sitio EcoRl de pFH2. En 
el vector resultante, se originaba previo al MCS un sitio unico EcoRl, donde se clono un 
fragmento Apol de 0,4Kb con el promotor Pm obtenido por PCR usando los oligos 

5'-GTGTCAAATTTGATAGGGATAAGTCC-3 ' y 

5 '-GCCT GAATTC AGGC ATTG A CG A A GGC A -V 
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y el plasmido pUC18Sfi-A>w -xylS-Pm-Sf\ como molde. El plasmido resultante 
pCCD5, podria ser transformado en cepas que contengan el cassette regulador en 
cromosoma para sobreexpresar el gen heterologo desde plasmido. Si se desea usarlo de 
forma estable en monocopia, la fusion Pm al gen heterologo se puede escindir in vitro 
como fragmento Notl y clonarse dentro del sitio Notl de una gran gama de vectores mini 
Tn5 con posibilidad de elegir el marcador mas indicado para la aplicacion. Existen hasta 
8 marcadores geneticos distintos disponibles en vectores mini Tn5 con el sitio Notl 
adyacente donde se podria clonar las fusiones generadas (de Lorenzo, Trends 
Biotechnol. 12:365-371). Los vectores resultantes se pueden entonces insertar dentro 
del cromosoma de la bacteria seleccionada por conjugacion. 



Tabla 1 . Plasmidos auxiliares para la clonacion en pTSPm 



Plasmido 


Descripcion 


Referenda 


pUC18Not 


Equivalente a pUC18 (Yanish-Perron y col. 1985) 
pero su sitio multiple de clonacion (MCS) esta 
flanqueado por sitios Notl 


(Herrero y col., 
1990) 


pl8Not 


Equivalente a pUC18 pero con un MCS EcoRl- 
Sall- Hin&lll flanqueado por sitios Notl 


(Herrero y col., 
1990) 


pVDL8 


Vector de bajo numero de copias que contiene el 
mismo MCS que pl8Not. Recomendado para 
clonacion de proteinas toxicas dificiles de 
mantener en plasmidos de alto numero de copias. 


(Fernandez y 
col. 1996) 


pFH2 


Origen de replicacion de pBR322 y del fago Ml 3. 
Permite la generacion in vivo de proteinas 
truncadas en los extremos amino y carboxilo, y 
provee de una buena secuencia de iniciacion de la 
traduccion. 


(Fernandez y 
col. 1996) 
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MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION 

Ejemplo 1: Comparacion de la superexpresion del gen de la P-galactosidasa 
mediante el circuito en cascada frente a circuitos simples. 
Ejemplo 1.1. 

Construction de un circuito en cascada 

Este ejemplo ilustra las bases rationales, construction y validation de un 
circuito en cascada para expresion genica en relation con un circuito simple 

Para probar la eficacia del circuito amplificador, hemos construido un plasmido 
que contiene una fusion de Pm a trpA'r.'lacZ. clonando este fragmento en el sitio Notl 
de pTSPm, dando lugar al plasmido pTSPm-lacZ. La fusion construida fue insertada en 
el cromosoma de CC118 a traves de la cepa donadora S\7 -\(Xpir) que contenia el 
plasmido pTSPm-focZ en medio LB-citrato 0.8% para reducir la transfeccion de Xpir. 
La comunidad de bacterias resistentes a estreptomicina 25 mg/1 y rifampicina 50 mg/1, 
fue usada como receptor en otra conjugation usando E. coli S17-l(Xp/>) (pCNB4-S2) 
como donadora. Para seleccionar los transconjugantes, se seleccionaron colonias 
resistentes a rifampicina, estreptomicina y kanamicina (25mg/l). Diez colonias sensibles 
a ampicilina (lOOmg/ml) se seleccionaron para posterior estudio en ensayos de actividad 
p-galactosidasa. Se realizaron cultivos bacterianos durante la noche de colonias de cada 
transconjugante en medio LB (extracto de levadura 5g/l, triptona 10 g/1, NaCl 5 g/1) a 
37°C en agitation. Se diluyeron 1:100 veces en medio fresco sin selection antibiotica e 
incubadas durante 2 horas a 37°C. La suspension celular se le anadio salicilato a 2 mM 
y se incubo a 30°C en agitation durante 5 horas. Los niveles de production sin inductor 
variaron entre 100 a 400 unidades de Miller dependiendo del transconjugante. La 
expresion de P-galactosidasa se indujo dramaticamente cuando los cultivos se inducfan 
con salicilato, hasta unos valores de 25000 a 50000 unidades Miller, que correspondian 
a una tasa de induction de 150 a 400 veces dependiendo del transconjugante. Esto debe 
ser debido a la cercam'a de la insertion al origen de replication OriC al tener mayor 
numero de copias promedio por celula. Para comparar la expresion de lacZ desde el 
nuevo sistema con los otros sistemas tradicionales que responden a salicilato, se usaron 
inserciones de fusiones nahR/Psal: :lacZ (pCNB4-lacZ) o xylS2/Pm::lacZ (pCNB2- 
lacZ) insertados en el cromosoma de E. coli CC1 18 presente en las cepas RSL7 y FH26, 
respectivamente. La tasa de induction en respuesta a salicilato y los valores absolutos 
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obtenidos por los sistemas simples fiieron 20 veces inferiores que los del sistema en 
cascada de CC1 184S2PT38. Se obtenfa una rapida induccion desde los primeros 
instantes que alcanza un maximo a las 5 horas de la adicion de salicilato (Figura 4A). 
Una concentration de 0,5 mM de salicilato inducia mas del 90% de la actividad maxima 
a las 5 horas de induccion (Figura 4B). Otros compuestos derivados del benzoato, tales 
como el o-acetil-salicilato 5 3-metil-benzoato, o antranilato, demostraron tener una 
capacidad inductora equivalente o ligeramente superior a la del salicilato. De las diez 
cepas transconjugantes con el sistema regulador y la fusion promotor-/acZ 
seleccionamos para posterior analisis aquellas con mayor tasa de induccion 
(CC1184S2PT38) y la que poseia los niveles absolutos de production mas altos 
(CC1184S2PT97). Un gel de SDS-poliacrilamida mostro que la acumulacion de p- 
galactosidasa era mas del 1 1 % de las protei'nas totales para CC1 184S2PT97 y del 9% 
para CC1 184S2PT38, frente a menos del 0.6 % para los sistemas simples (Figura 4). 
Tabla 2. Comparacion de actividad P-galactosidasa y la estabilidad del gen heterologo 
con los sistemas simples y en cascada en distintas configuraciones. 



Cepa 



Plasmido 



a Actividad p- b P-galactosidasa c colonias lac+ 
galactosidasa /proteinas □ totale (%) : • . . 



20HB + -20HB + 20HB + 

20HB 20HB 20HB y\' 



CC118A./7/> pTSPm- 
lacZ 

CCllSXpir pCNB2- 
lacZ 

CCllSXpir pCNB4- 
lacZ 

CC1184S2PM - 
T32 

CC1184S2PM - 
T97 

CC1184S2A. j p/> pTSPm- 
lacZ 



1211 1358 ND d ND 100 100 



10917 67002 3.6 13 



98-81 20-1.5 



510 



171 



408 



17952 ND 3.9 100-97 96-85 



30383 ND 8.8 100 100 



39143 ND 11 



1487 78257 ND 20 



100 100 



100-99 5-0 
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Los cultivos se crecieron durante una noche a 37°C en LB con (cepas con plasmidos) o 
sin ampicilina (150 ng/ml). Los cultivos se diluyeron 1:100 en el mismo medio sin 
seleccion antibiotica e incubados durante 2 horas a 37°C. a Se incubaron series de 
suspensiones celulares con o sin salicilato 2mM de concentracion final a 30°C. Los 
niveles de actividad p-galactosidasa se midieron enzimaticamente y se tomaron a las 5 
horas muestras para estimar la superproduccion de proteinas en geles de electroforesis 
en poliacrilamida-SDS. Las medidas de la cantidad relativa de P-galactosidasa se hizo 
por densitometria de los geles tenidos con coomasie. 

El ensayo de estabilidad se realizo realizando cultivos en cultivos discontinuos seriados 
sin adicion de antibioticos selectivos y en presencia o ausencia de salicilato a 30°C. Tras 
aproximadamente 40 a 50 generaciones, los cultivos se diluyeron para obtener colonias 
aisladas en medio LB con Xgal. Este compuesto re vela la actividad p-galactosidasa en 
placa mediante la acumulacion de un producto azul en las colonias. El tanto por ciento 
de colonias azules frente al total de colonias fue asumido como el porcentaje de 
bacterias formadoras de colonias que mantienen su capacidad de superexpresar lacZ. Se 
realizaron tres experimentos independientes para cada cepa en cada condicion. Se 
muestran los valores maximos y mmimos de los tres experimentos. Las variaciones son 
altas debido a que el evento de perdida de la capacidad de expresar lacZ es muy 
favorecedor para una poblacion bacteriana y dependiendo de lo temprano del evento 
estocastico, se genera una gran variacion de las poblaciones bacterianas debido tambien 
a la naturaleza exponencial del crecimiento bacteriano. Aquellos casos con resultados 
repetitivos se muestran con valor unico. N determinado = 0.5% 
Ejemplo 1.2. 

Comparacion de un sistema en cascada con un circuito simple en varias 
conflguraciones 

Puesto que la amplification de la expresion podria incrementarse si el 
regulador/promotor simple estuviera en el plasmido debido al incremento de la dosis 
genica, exploramos la conveniencia de usar distintas conflguraciones de 
activador/promotor para superproduccion de proteinas. Para realizar esto, usamos los 
mismos plasmidos mini TnJ pero usando la cepa CCMXkpir donde pueden replicar. Las 
cepas con plasmidos pCNB4-lacZ o pCNB2-lacZ mostraban incrementos de 10 a 30 
veces respecto a la expresion en monocopia indicando el aumento de la dosis genica. La 
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comparacion de los sistemas simples en plasmidos frente al sistema en cascada en 
cromosoma indica que el nivel basal es 3 y 64 veces inferior a las cepas con pCNB4- 
lacZ y pCNB2-/acZ, respectivamente. En condiciones inducidas, se puede tener unos 
niveles de produccion p-galactosidasa con el sistema en cascada cromosomico mas de 
dos veces superior a los de nahR/Psal en plasmidos y entre un 50-80% de la cepa con 
pCNB2-lacZ. Para combinar el nivel de regulation con mayores niveles de rendimiento 
de produccion, construimos una cepa con el cassette regulador que llevaba tambien el 
fago A,pir lisogenizado para permitir la replicacion de pTSPm-lacZ. La configuration 
plasmi'dica de la fusion de Pm al gen heterologo obtenia los maximos niveles de 
produccion p-galactosidasa y un mas bajo nivel basal de expresion respecto de la cepa 
con pCNB2-lacZ. Sin embargo, hemos demostrado que la estabilidad del sistema en 
cascada en cromosoma en condiciones de superexpresion es del 100% en las 
condiciones que empleamos. En cambio, los sistemas plasmidicos mostraban 
poblaciones bacterianas que perdian la capacidad de producir p-galactosidasa en una 
extension que se correlacionaba con la actividad mostrada en los ensayos enzimaticos a 
las 5 horas de induccion. Ademas, en condiciones de induccion, los cultivos finales con 
el sistema en cascada cromosomico alcanzaban unas densidades de celulas viables hasta 
10 veces mayores que la superexpresion desde plasmidos. Esta observation explica 
tambien por la existencia de otros genes heterologos de los plasmidos (necesarios para 
la replicacion y su mantenimiento) que tambien se encuentran en multicopia y cuya 
superexpresion podria afectar significativamente el crecimiento bacteriano. 

Ejemplo 2. Uso del sistema en cascada para la superexpresion de una fusion 
genica Ipp-ompA-phoA. 

Este ejemplo ilustra el uso de un sistema de expresion en cascada con un vector 
de expresion autorreplicativo con el promotor Pm para superexpresar un DNA 
recombinante que codifica una protefna de membrana. 

Para evitar los requerimientos de la protefna p en los vectores de expresion 
construimos el plasmido de expresion basado en Pm con un origen de replicacion 
ColEl. El plasmido pCCD5 se hizo basado en el vector pFH2 (Fernandez y col., Mol. 
Microbiol. 16:205-213), y que incluye un MCS que permite una facil construction de 
genes truncados. pCCD5 contiene un terminador transcripcional (rrnBTl) para reducir 
la lectura a traves de promotores aguas arriba a Pm. Puesto que todo el cassette de 
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expresion esta flanqueado por sitios de restriction del Noil, tambfen puede usarse para 
clonar en vectores mini Tn5 e introducirlo luego en cepas CNB4-S2. Usamos pCCD5 
para clonar una fusion hfbrida Ipp-ompA-phoA que al codificar una proteina de 
membrana externa son dificiles de clonar usando los sistemas de expresion habituales, 
ya que suelen producir un dano celular notable con el mero escape del promotor usado. 
Para ello 5 obtuvimos el fragmento Ipp'-'ompA de pTXIOl (Francisco y col., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 89:10444-10448) usando los oligos 

5'GAG GAATTC AATCTAGAGGGTATT A ATA y 

5'- CGGGATCCCCGTTGTCCGGACGAGTGCC. 

El fragmento se digirio con EcoRl y BamHl e insertado en los mismos sitios 
pCCD5 ? resultando el plasmido p5LOA2. El gen de la fosfatasa alcalina phoA, fue 
clonado desde pPH07 como un fragmento BamHl y clonado como fragmento BamHl 
en p5LOA2 (Figura 2B). El plasmido resultante, pLOA2-AP, se introdujo en CC1 184S2 
mediante transformation. Los cultivos bacterianos con CC1184S2 (p5LOA2-phoA) 
pudieron producir en condiciones de induccion mas de un 20% de protefnas totales tras 
la adicion de salicilato, sin poder distinguirse ninguna production en condiciones no 
inducidas. La proteina fue superproducida a su maximo nivel entre las dos y tres horas 
despues de la induccion. 

Ejemplo 3. Induccion del sistema en cascada por otros inductores derivados 
del salicilato. 

Este ejemplo ilustra como las moleculas efectoras NahR y XylS2 pueden 
amplificar sinergisticamente la expresion genica cuando se integra apropiadamente en 
un sistema en cascada. Para determinar otros inductores de nahR y xylS2 que pudieran 
provocar tambien la amplification de la expresion genica, pusimos cultivos con el 
sistema en cascada (CC1 184S2PMT32) y simples (CC118RSL9 y CC118FH26) en 
contacto con distintos derivados del salicilato a 2 mM durante 5 horas a 30°C, y 
medimos la induccion de la actividad P-galactosidasa acumulada. Los resultados 
resumidos en la tabla 3 muestran que otras moleculas como el antranilato o el 5-cloro- 
salicilato pueden aumentar la actividad P-galactosidasa mas de un 10% con respecto al 
salicilato. Todos las moleculas probadas teman una capacidad de induccion mayor en el 
sistema en cascada que el los sistemas simples. 
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Tabla 3. Razon actividad P-galactosidasa en ausencia de inductor y en presencia 
del mismo 



Inductor 


nahR/Psal 


xylS2/Pm 


nahR/Psal- 








>xylS2/Pm 


Salicilato 


24 


13 


235 


Antranilato 


22 


11 


285 


2-Acetil salicilato 


40 


10 


249 


4-Cloro-salicilato 


33 


1 


191 


5-Cloro-salicilato 


32 


3 


268 


3,5-Dicloro- 


18 


1 


147 


salicilato 








5-Metoxi-salicilato 








Benzoato 


i 


44 


82 


3 -Metil-benzoato 


ii 


63 


240 


2-Metoxi-benzoato 


33 


10 


160 


3-Metil-salicilato 


17 


46 


218 


4-Metil-salicilato 


21 


7 


203 


5-Metil-salicilato 


30 


19 


257 



Ejemplo 4. La eficiencia de amplification del circuito en cascada depende 
principalmente de las caracteristicas del segundo regulador 

Este ejemplo ilustra que hay requerimientos especificos del segundo sistema regulador 
para lograr la amplification de la capacidad de expresion genica por un circuito en 
cascada. Se demuestra como la actividad del promotor diana que expresa el ADN 
recombinante debe ser dependiente de dosis en un amplio rango de concentraciones del 
regulador segundo (o terminal). 

Para determinar la importancia de la jerarqma regulatoria para el efecto 
amplificador, se estudio el efecto de intercambiar el orden de los reguladores primarios 
y secundarios en el sistema en cascada basado en XylS2/NahR construyendo la cepa E. 
coli CC1182NRSL7. El cromosoma de esta cepa contiene los elementos de ADN 
xylS2/Pm::nahR y Psal::trp r ;:'lacZ mediente insertion previa por vectores miniTnS. 
Por tanto, es equivalente a la cepa E. coli strain CC1 184S2PT32 exceptuando el orden 
concertado de expresion de los reguladores. Como se muestra en la figura 5, la 
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capacidad del sistema en cascada reverso con respecto al salicilato como inductor (24 
veces el nivel basal) no incrementa la capacidad sobre el elemento simple 
nahR/Psal::lacZ. En esta misma linea, el sistema reverso de CC1182NRSL7 fue 
insensible al efector benzoato que solo activa a XylS2. Estas observaciones indican que 
la superexpresion de nahR no resulta en un incremento paralelo de la actividad de Psal, 
sino en un exceso improductivo del segundo regulador ya que la misma capacidad de 
expresion genica podria obtenerse mediante niveles de NahR relativamente bajos. 
Estudios en el mecanismo de la activacion de Psal indica que el sitio de union del 
activador esta ocupado independientemente de la presencia del efector/inductor (Huang 
and Schell, J. Bio. Chem. 266:10830-10838). Por tanto, el promotor Psal parece 
depender exclusivamente de la presencia o ausencia de salicilato y la superexpresion de 
nahR Ho produce mayor actividad promotora. Estos resultados indican que la eficiencia 
de acoplamiento de una cascada regulatoria requiere propiedades especificas del sistema 
regulador/promotor secundario que incluye, al menos, la activacion del promotor diana 
de una forma dependiente de dosis por un ancho rango de concentracion del regulador. 
Esto ocurre para xylS2/Pm pero no para nahR/ Psal . Por tanto, la mera activacion de los 
dos reguladores por los mismos efectores no garantiza un efecto amplificatorio en 
cascada al menos que se presenten en una adecuada jerarquia, basada en el mecanismo 
apropiado del regulador secundario. 

Ejemplo 5. Modification del sistema en cascada para aniplificar la 
expresion en respuesta a benzoato en Pseudomonas putida. 

Ejemplo 5.1. 

El presente ejemplo muestra que el sistema en cascada podria ser redisenado para 
responder a otras senales en microorganismos distintos a E. coli. Se desarrollo el diseno 
de cepas de P. putida especial izadas para responder a otras senales moleculares 
distintas. Se disenaron para ello cepas de Pseudomonas con circuitos en cascada para 
que amplificaran la capacidad de expresion genica en respuesta a benzoato. Puesto que 
el regulador XylS2 ya responde a ese inductor (Figura 6), el diseno de la nueva cascada 
implica mayormente la modificacion del regulador primario. Para conseguir esto, se 
emplearon dos mutantes de nahR, nahR3 y nahR4, que codifican variantes inducibles 
por benzoato usando los plasmidos miniTnS pCNB43 y pCNB44 (Cebolla y col., J. 
Biol. Chem. 272:3986-3992). Se ensamblaron en dos construcciones nahR3/Psal: :xylS2 
y nahR4Psal:: xylS2 y se combinaron con la construction Pm::trp'::'lacZ de los 
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ejemplos anteriores, e insertado entonces en el cromosoma de P. putida KT2442 para 
rendir P. putida 43S2PmL y P. putida 44S2PmL. La induccion de estas cepas por 
benzoato se comparo con aquellas de las cepas de P. putida KT2442 que conteman 
tanto los elementos simples NSL7 (nahR/Psal::lacZ), 43L (nahR3/Psal::lacZ), 44L 
(nahR4/Psal::lacZ) y S2PmL (xylS2/Pm::lacZ) (Figura 6). Las cascadas con la los 
mutantes de nahR que responden a benzoato, 43S2L (nahR3/Psa!::xylS2, Pm:;lacZ) y 
44S2PmL (nahR4/Psal::xylS2 ) Pm::lacZ) y incrementan de 6 a 35 veces la capacidad de 
expresion genica con respecto a los sistemas de expresion simples. En cambio, el 
circuito en cascada con el nahR silvestre (4S2PmL) muestra una induccion mas 
reducida por benzoato (7 veces), debido a la ausencia de un regulador primario para 
benzoato. Estos experimentos muestran que el estimulo simultaneo de ambos 
reguladores por la adquisicion de un regulador primario que responda a benzoato es 
necesario para dar lugar a la amplificacion de la capacidad de expresion genica. 
Ejemplo 5.2. 

Este ejemplo ilustra experimentos disenados para eliminar la posibilidad de que 
las propiedades amplificatorias sean solo un rasgo particular de la forma mutante de 
XylS (XylS2) y no del tipo silvestre. Para demostrar que el sistema de amplificacion en 
cascada puede redisenarse para dirigir su respuesta hacia otras senales inductoras y en 
otros organismos distintos a E. coli, se realizo una cepa especializada de Pseudomonas 
putida con el modulo regulador modificado para amplificar la respuesta a benzoato. El 
diseno racional de esta cepa especializada contempla un regulador primario y uno 
secundario que respondan a benzoato. Se uso como regulador primario el mutante del 
regulador nahR, nahR4 que es capaz de reconocer benzoato ademas de salicilato 
(Cebolla y col., J. Biol. Chem. 272:3986-3992), y como secundario se uso el regulador 
silvestre xylS capaz de reconocer benzoato pero no salicilato (Ramos y col., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 83:8467-8471). Para ello se genero el plasmido pNS intercambiando 
fragmentos Ncol de pNS2 y pCNBl (de Lorenzo y col., Gene 130:41-46). Un 
fragmento Notl de pNS con el gen xylS se se clono en el sitio Notl del plasmido 
pCNB44 (Cebolla y col., J. Biol. Chem. 272:3986-3992) dando lugar al plasmido 
pCNB44-S, con una construccion nahR4/Psal;:xylS, y el gen de resistencia a la 
kanamicina dentro de las secuencias transponibles miniTnJ. La construccion con la 
fusion Pm:;trp':; 'lacZ en pTPm-lacZ y la contenida en pCNB44-S se establecieron en el 
cromosoma de Pseudomonas putida KT2442 por conjugacion a traves de la cepa 
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donadora SllAXpir y seleccion con los marcadores correspondientes. Un par de 
transconjugantes obtenidos se probaron para ver la inducibilidad de la actividad p- 
galactosidasa en respuesta a salicilato (inductor de NahR4 pero no de XylS) o a 
benzoato (inductor del NahR4 y de XylS). La cepa mostro inducirse cuatro veces mas 
5 cuando se anadia benzoato al medio de cultivo que cuando se anadio salicilato, a pesar 
de que la capacidad para inducirse por salicilato de nahR4 era mayor que por benzoato. 
Esto se demostro mediante un analisis de Western blot (Figura 7) donde se puede 
observar mayor acumulacion de XylS cuando se pom'a en el medio salicilato que cuando 
se anadia benzoato. Sin embargo, el XylS producido no es activado por el salicilato y si 
10 lo es en cambio por el benzoato. Esto indicaba que es fundamental que haya respuesta 
simultanea de ambos reguladores para conseguir el efecto amplificador. 
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REIVINDICACIONES 

1 Circuito genetico en cascada que incluye 

una o mas construcciones de acidos nucleicos que codifican una pluralidad de 
reguladores de transcripcion, estando dichos reguladores codificados dispuestos en un 
orden jerarquico de tal manera que la expresion de un regulador situado corriente arriba 
de dicha pluralidad estimula la expresion de un regulador situado corriente abajo y 

un promotor diana final que responde de forma dependiente de dosis a un 
regulador terminal localizado corriente abajo de dicha pluralidad de reguladores. 

2. - Circuito genetico en cascada segiin la reivindicacion 1 que incluye adicionalmente 
corriente abajo de dicho promotor diana final, un sitio de clonacion multiple. 

3. - Circuito genetico en cascada segiin la reivindicacion 1 caracterizado porque al 
menos una de las construcciones de acidos nucleicos se presenta integrada en el 
cromosoma. 

4. - Circuito genetico en cascada segiin la reivindicacion 1 caracterizado porque al 
menos una de las construcciones de acidos nucleicos se presenta en un plasmido 
autoreplicativo. 

5. - Circuito genetico en cascada segiin la reivindicacion 1 caracterizado porque al 
menos uno de los reguladores de transcripcion responde a un inductor. 

6. - Circuito genetico en cascada segiin la reivindicacion 5 caracterizado porque dicho 
inductor es capaz de inducir la expresion de mas de un regulador de dicha pluralidad de 
reguladores. 

7. - Circuito genetico en cascada segiin la reivindicacion 6 caracterizado porque dicho 
inductor es un derivado del acido benzoico. 

8. - Circuito genetico en cascada segiin la reivindicacion 6 caracterizado porque dicho 
derivado del acido benzoico es salicilato. 
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9. - Celula que incluye un circuito genetico en cascada segiin las reivindicaciones 1-8. 

10. - Celula segun la reivindicacion 9 caracterizada porque dicha celula ha sido 
seleccionada del grupo de celulas procarioticas y eucarioticas. 

11. - Celula segun la reivindicacion 10, caracterizada porque dicha celula es una celula 
eucariotica seleccionada del grupo de celulas eucarioticas de mamffero, insecto, 
levadura o planta. 

12. - Celula segun la reivindicacion 9, caracterizada porque dicha celula es una celula 
bacteriana. 

13. - Celula segun la reivindicacion 12, caracterizada porque dicha celula bacteriana. 
es una celula bacteriana gram-negativa. 

14. - Metodo de regulation de la expresion de una secuencia de acido nucleico que 
incluye: 

- establecimiento de un circuito genetico en cascada segun las reivindicaciones 
1-8. 

situar dicha secuencia de acido nucleico bajo el control de dicho promotor 
diana final; y 

inducir dicho circuito genetico en cascada para estimular la expresion de 
dicha secuencia de acido nucleico. 

15. - Metodo segiin la reivindicacion 14 caracterizado porque dicha secuencia de acido 
nucleico codifica enzimas, hormonas, factores de crecimiento, apolipoproteinas, 
protefnas terapeuticas, proteinas o moleculas de diagnostico, moleculas antisentido, 
ribozimas, rRNA, tRNA, snRNAs y tambien fragmentos o derivados de los mismos. 

16. - Metodo segun la reivindicacion 15 caracterizado porque dicho compuesto 
codificado es una molecula indicadora de diagnostico. 
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Figura 1 
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Figura 3 
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Figura 7 



